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Potencijal bakterija za proizvodnju bioetanola
iz lignoceluloznih sirovina

Sazetak

Poljoprivreda, Sumarstvo i prehrambena industrija izvori su velike koli¢ine lignocelulozne biomase,
koja moZe posluZiti kao lako dostupnai jeftina obnovljiva sirovina za dobivanje razli¢itih bioproizvoda.
Jedan od takvih proizvoda je i bioetanol. Ovaj rad daje pregled bakterija koje se koriste i/ili istraZuju
za proizvodnju bioetanola iz lignoceluloznih sirovina. U navedenim istraZivanjima proizvodnje
bioetanola pomocu bakterija primijenjuju se razlic¢iti pristupi kako bi se povecala ekoloska i ekonomska
efikasnost procesa. Pored uobiéajenih bioprocesa, koji se provode u vise faza i uz pomo¢ monokulture,
razvijaju se i visokointegrirani (konsolidirani) bioprocesi uz primjenu mikrobnih kokultura.

Kljuéne rijeéi: bioetanol, lignoceluloza, bakterije, heksoze, pentoze, inhibitori

Uvod

Trenutno industrijom biogoriva dominira bioetanol, a sirovine za njegovu proizvodnju
mogu biti lignocelulozni materijali (sastavljeni od 10-35 % lignina, 20-40 % hemiceluloze i 25-
50 % celuloze), npr. ostaci od poljoprivrede i drvne industrije koji predstavljaju obnovljive izvo-
re energije (loelovich, 2014; Koppolu i Vasigala, 2016). Zbog kristalicne strukture celuloze te
kompleksne strukturne organizacije celuloze, hemiceluloze i lignina, lignocelulozni materijali
su tesko razgradivi. Stoga je neophodan korak u vecini procesa predobrada (fizikalna, fizikalno-
kemijska, kemijska ili bioloska), koja se obi¢no provodi prije samog biotehnoloskog procesa te
ovisi 0 vrsti lignoceluloznog materijala i zeljenom proizvodu (Janusic i sur., 2008; Mood i sur.,,
2013; Putro i sur,, 2016; Chen i sur.,, 2017; Kumar i Sharma, 2017).

Hidrolizom lignoceluloznih sirovina oslobadaju se razliciti Seceri pa se tako hidrolizom celu-
loze dobiva glukoza, dok se hidrolizom hemiceluloze dobiva smjesa heksoza (glukoza, manoza,
galaktoza) i pentoza (ksiloza, ramnoza, arabinoza). Navedeni Seceri se potom fermentiraju u
etanol, a lignin predstavlja sekundarni produkt. Tijekom predobrade lignoceluloznih sirovina,
posebno u slucaju kiselinske predobrade, pored oslobadanja Secera dolazi i do nastajanja niza
inhibitora. Radi se o nusproduktima razgradnje sloZzenih ugljikohidrata i lignina, toksi¢nim za
radne mikroorganizme. Stoga ovi spojevi negativno utjecu na efikasnost bioprocesa (Palmqvist
i Hahn-Hagerdal, 2000a,b).

Zbog navedenih ¢injenica postoji potreba za pronalazenjem novih metoda predobrade li-
gnoceluloznih sirovina, alii za odabirom prikladnih radnih mikroorganizama (izoliranih iz priro-
de ili geneticki modificiranih). Pred potencijalne mikroorganizme postavljaju se mnogobrojni
zahtjevi za proizvodnju bioetanola kao $to su mogucénost koristenja jeftine hranjive podloge,
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ucinkovitost preko 90 % (omjer stvarnog i teorijskog koeficijenta konverzije supstrata u pro-
dukt), velika produktivnost (preko 1 g/Lh), tolerancija na visoke koncentracije bioetanola, mo-
gucnost konverzije vise razlicitih Secera, sposobnost fermentacije nerazrijedenih hidrolizata,
otpornost na inhibitore, kao i rast u uvjetima nepovoljnim za kontaminante (kiselo podrucje
pH-vrijednosti ili pri ve¢im temperaturama) (Dien i sur., 2003; Akinosho i sur., 2014; Koppolu i
Vasigala, 2016). Ne postoji radni mikroorganizam koji bi udovoljavac svim ovim zahtjevima,
ali je moguce metodama genetickog inzenjerstva uz primjenu razlicitih strategija dobiti nove
sojeve poboljsanih karakteristika (Akinosho i sur., 2014).

Izuzetno vazno mjesto medu radnim mikroorganizmima za proizvodnju bioetanola iz li-
gnoceluloznih sirovina zauzimaju kvasci zbog dobrih proizvodnih svojstava i tolerancije na
stres (Weber isur,, 2010; Binod i sur., 2013). Medu kvascima koristenim za industrijsku proizvod-
nju bioetanola naj¢esci su oni koji pripadaju rodu Saccharomyces, dok se u buducnosti ocekuje
da ce sve vecu komercijalnu primjenu imati kvasci iz roda Pichia (Scheffersomyces). Takoder su
istrazivani kvasci Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis te vrste iz rodova Candida
i Pachysolen (Petravi¢-Tominac i sur., 2017). Pored primjene kvasaca, istrazuju se mogucnosti
primjene nekih bakterija te vise vrsta filamentoznih funga za proizvodnju bioetanola iz ligno-
celuloznih hidrolizata (Binod i sur., 2013).

Pored ranijeg nacina provodenja procesa proizvodnje bioetanola, koji podrazumijeva od-
vojeno provodenje pojedinih faza procesa, u novije vrijeme razvijaju se tzv. visokointegrirani
(konsolidirani) bioprocesi (eng. Consolidated Bioprocessing, CBP), koji nastoje zaobici kriti¢cne
faze procesa, kako bi se postigle znacajne ustede u proizvodniji. Stoga konsolidirani bioprocesi
kombiniraju predobradu, saharifikaciju i fermentaciju unutar jednog bioreaktora radi smanje-
nja operativnih troskova, povecanja ucinkovitosti konverzije i smanjenja inhibicije. U navede-
nim bioprocesima istrazuju se moguc¢nosti primjene cistih kultura bakterija, ali i bakterijskih
kokultura ili kokultura bakterija i kvasaca, pri ¢emu je vazno odabrati optimalnu kombinaciju
radnih mikroorganizama (Svetlitchnyii sur,, 2013; lvan¢i¢ Santek i sur,, 2016). U konsolidiranim
bioprocesima radni mikroorganizam ili kokultura proizvode enzime za hidrolizu celuloze i he-
miceluloze iz lignocelulozne biomase te fermentiraju oslobodene pentoze i heksoze u bioeta-
nol bez dodavanja celulolitickih ili hemicelulolitickih enzima (Svetlitchnyii sur.,, 2013).

Cilj ovog rada je dati pregled bakterija koje se koriste i/ili istrazuju za hidrolizu i/ili fermen-
taciju lignoceluloznih sirovina pri proizvodnji bioetanola. Bit ¢e opisani samo najvazniji rodovi
i vrste, a to su bakterije iz rodova Bacillus i Clostridium, vrste Zymomonas mobilis, Escherichia
coli i Corynebacterium glutamicum te neke termofilne bakterije. Pored mogucénosti primjene u
bioprocesima s odvojenom hidrolizom i fermentacijom, obratit ¢e se pozornost na potencijal
ovih bakterija za razvoj specificnih konsolidiranih bioprocesa. Zbog kompleksnosti tematike
istrazivanja, primjene bakterija vrste Klebsiella oxytoca, cijanobakterija i nekih drugih vrsta bak-
terija nisu detaljnije razradene u ovom radu jer se radi o preopseznim temama.

Najvaznije bakterije koji se istrazuju i koriste za proizvodnju bioetanola iz lignocelu-
loznih sirovina

Bakterije roda Bacillus

Rod Bacillus je velika i raznolika skupina bakterija, koje su uglavnom saprofitske, a koriste se
za industrijsku proizvodnju enzima, insekticida i antibiotika. Vrste iz ovog roda su Gram-pozi-
tivni, fakultativni ili obligatni anaerobi stapicastog oblika, koji mogu koristiti razli¢ite supstrate
pri ¢emu nastaju razli¢iti proizvodi fermentacije. Osim heksoza, odredene vrste roda Bacillus
mogu koristiti i arabinozu, ksilozu, skrob, rafinozu i trehalozu te mogu proizvesti znacajne koli-
¢ine etanola, acetata i 2,3-butandiola (Dufour i sur., 2011).
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Ezebuiroi sur. (2015) navode mogucénost proizvodnje bioetanola pomocu bakterije Bacillus
cereus GBPS9 na bagasi secerne trske (ostatak od proizvodnje Secera iz Secerne trske) i kori
kasave (manioke). Eksperiment je proveden u laboratorijskom mjerilu, a sirovine su prethod-
no obradene optimalnim metodama koje su za svaku od njih bile razli¢ite. Ire i sur. (2016) su
istrazivali simultanu saharifikaciju i kofermentaciju (eng. simultaneous saccharification and co-
fermentation, SSCF) pomocu kokulture celuloliticke bakterije Bacillus cereus GBPS9 (VCE-19) i
ksilanoliticke bakterije Bacillus thuringiensis serovar kurstaki HD1 (VXE-41). Bagasa je prethod-
no obradena parnom eksplozijom, a kao izvor dusika koristen je kvascev ekstrakt. Fermentacija
je provedenatijekom 7 dana pri optimalnim procesnim uvjetima (pH 7, 40 °C) i na kraju procesa
bilo je prisutno najvise etanola (19.08 g/L), a pored toga su bili prisutni i etil-acetat (8.75 g/L),
octena kiselina (6.53 g/L), n-propanol (4.96 g/L), izobutanol (3.73 g/L) i aceton (3.49 g/L).

Unutar roda Bacillus postoje brojne termofilne vrste koje mogu imati poseban industrijski
znacaj jer su takoder otpornije i na druge vrste stresa poput izloZzenosti inhibitorima i teskim
metalima (Wiegel i sur,, 1979; Wiegel i Ljungdahl, 1981; Dufour i sur., 2011). Termofilna bakte-
rija Bacillus stearothermophilus koristi velik broj supstrata za proizvodnju etanola (Sharp i sur,
1980), ukljucujuci skrob, arabinozu, ksilozu i sorbitol. Problem su relativno niski prinosi etanola
(Atkinson i sur., 1975), iako je sposobnost fermentacije B. stearothermophilus u nekim kasni-
jim istrazivanjima znacajno poboljsana (Payton, 1984; Pennock i Tempest, 1988). B. stearother-
mophilus takoder proizvodi mnostvo enzima koji razgraduju lignoceluloznu biomasu te moze
brzo rasti pri velikim temperaturama pa je stoga zanimljiv za proizvodnju biogoriva (Nanmori
i sur., 1990; Dufour i sur,, 2011). Bhatt i Bhatt (2014) su opisali primjer laboratorijske primjene
kokulture termofilne celuloliticke bakterije Bacillus stearothermophilus i kvasca Saccharomyces
cerevisiae za proizvodnju bioetanola iz kiselinski obradene ljuske kikirikija. Opisana kokultura
provodi simultanu saharifikaciju i fermentaciju (eng. Simultaneous Saccharification and Fer-
mentation, SSF).

Bakterije roda Clostridium

Vrste roda Clostridium su Gram-pozitivni $tapicasti obligatni anaerobi (Dufour i sur,, 2011)
koji zahvaljujuci svojim ekstracelularnim enzimima mogu koristiti Sirok spektar ugljikohidrata,
ukljucujuci polimerne supstrate poput celuloze, hemiceluloze i skroba (Mitchell, 1998). Neke
biotehnoloski znacajne vrste iz ovog roda provode aceton-butanol-etanolnu fermentaciju
(eng. acetone-butanol-ethanol fermentation, ABE fermentation), pri ¢emu takoder nastaju i
drugi proizvodi (Maddox, 1989; Dufourisur., 2011).

Bakterija Clostridium cellulolyticum moze razgraditi i koristiti kristalicnu celulozu, a pritom
kao tri glavna proizvoda fermentacije nastaju acetat, etanol i laktat. Obzirom da se lako moze
provesti geneticka modifikacija bakterija iz roda Clostridium, to otvara mogucnost unaprjede-
nja bioprocesa u kojem se celuloza moze prevesti u etanol u jednom stupnju (Dufour i sur.,
2011).

Optimalna temperatura rasta bakterije Clostridium phytofermentans je 35-37 °C pri pH 6-9
(Warnick i sur., 2002). C. phytofermentans provodi saharifikaciju i fermentaciju raznih polisa-
harida (npr. celuloze, pektina, poligalakturonske kiseline, skroba, ksilana), oligosaharida (npr.
celobioze, genciobioze, laktoze, maltoze) i monosaharida poput heksoza (npr. glukoze, fruk-
toze, galaktoze, manoze) i pentoza (npr. arabinoze i ksiloze). Pritom kao glavni krajnji produkti
fermentacije nastaju etanol i male koli¢ine acetata, formijata, laktata i vodika (Maki i sur., 2009;
Weber i sur., 2010).

Tvrtka za proizvodnju bioetanola Qteros iz SAD-a komercijalno primjenjuje bakteriju Clo-
stridium phytofermentans (komercijalni naziv Q Microbe”) u konsolidiranom bioprocesu, koji
ukljucuje simultano provodenje hidrolize polisaharida i fermentacije u istom fermentoru, ¢ime
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se smanjuju troskovi. Ova bakterija proizvodi bioetanol kao primarni proizvod metabolizma,
dok octena i mlije¢na kiselina nastaju u puno manjim koncentracijama (Leschine i Warnick,
2010; Qteros, 2017). Q Microbe’ uspjesno koristi razli¢ite vrste lignocelulozne biomase te se
stoga mogu primijeniti sirovine koje su na odredenoj lokaciji trenutno dostupne i ekonomski
najpovoljnije.

Osim spomenutog komercijalnog postupka proizvodnje bioetanola u monokulturi, istrazu-
je se primjena bakterije C. phytofermentans u kokulturi s drugim mikroorganizmima. Proizvod-
nja bioetanola iz a-celuloze pomocu kokulture bakterije C. phytofermentans i kvasca Saccha-
romyces cerevisiae cdt-1, koji fermentira celodekstrin, nekoliko je puta ve¢a nego primjenom
monokultura ovih dvaju mikroorganizama. Pritom bakterija C. phytofermentans istodobno pro-
vodi hidrolizu i fermentaciju, a buduci da je brzina hidrolize ogranic¢avajuci faktor u ovom bio-
procesu, konverzija a-celuloze u bioetanol povecana je dodatkom celulaze (Zuroffi sur,, 2013).

Clostridium je velik i vrlo raznolik rod bakterija koji trenutno obuhvaca preko 200 dobro
opisanih bakterijskih vrsta, od kojih su samo oko 15 termofili. Vec¢ina termofilnih vrsta roda Clo-
stridium ima optimalnu temperaturu rasta u rasponu 45 - 65 °C. Najcesce koristena termofilna
etanologena vrstaiz roda Clostridium je bakterija Clostridium thermocellum, koja razgraduje kri-
stalnu celulozu (Scully i Orlygsson, 2015) i zahvaljujuci svom celulosomu moze brzo razgraditi
celulozu i proizvesti bioetanol (Mbaneme-Smith i Chinn, 2015). Neke mezofilne vrste iz roda
Clostridium, kao npr. Clostridium acetobutylicum (Sabathe i sur., 2002) i Clostridium cellovorans
takoder posjeduju celulosom (Tamaru i sur,, 2010). Celulosomi su multi-enzimski kompleksi
koji razgraduju polisaharide stani¢nih stijenki biljaka (Mbaneme-Smith i Chinn, 2015).

Bakterija Clostridium thermocellum je termofilna vrsta s temperaturnim optimumom 50 - 68
oC, ¢iji divlji sojevi proizvode do 3 g/L, a toleriraju 5 g/L etanola, dok su pri ve¢im koncenta-
cijama znacajno inhibirani. Stoga se provode njihove geneticke modifikacije radi povecanja
otpornosti na etanol, ali i na druge inhibitore. Medutim, povecanje tolerancije na inhibitore
moze biti popra¢eno manjom brzinom rasta, neprikladnom za realne procese (Akinosho i sur.,
2014). Zahvaljujuci svom celulosomu, bakterija C. thermocellum moze brzo razgraditi celulozu
i proizvesti etanol. Bududi da je C. thermocellum anaerobna termofilna bakterija, ona ne tre-
ba aeraciju i nema opasnosti od veéine kontaminanata pa dobro fermentira i u nesterilnim
podlogama. Pored toga, prednost ovakvog termofilnog radnog mikroorganizma u odnosu na
mezofilne bakterije su manji operativni troskovi izdvajanja bioetanola i hladenja bioreaktora
zZbog vece temperature (Mbaneme-Smith i Chinn, 2015). Nadalje, iako koristi samo heksoze,
bakterija C. thermocellum se takoder moze primijeniti u kokulturama s drugim mikroorganizmi-
ma koji istovremeno koriste heksoze i pentoze (Akinosho i sur., 2014). Zahvaljujuci navedenim
¢injenicama, bakterija C. thermocellum je u posljednje vrijeme predmet povecanog interesa
kao kandidat za primjenu u razli¢itim konsolidiranim bioprocesima (Akinosho i sur.,, 2014; Mba-
neme-Smith i Chinn, 2015).

Bakterija Escherichia coli

Sojevi Gram-negativne bakterije Escherichia coli mogu koristiti razne izvore ugljika (uklju-
cujudi Secere i Secerne alkohole) u aerobnim i anaerobnim uvjetima te su prikladni za razne
bioprocese (Koppolu i Vasigala, 2016). Bakterija Escherichia coli je modelni organizam ¢ija je
uporaba dovela do velikog napretka molekularne biologije i mikrobiologije (Kellogg i Shaffer,
1993; Dufour i sur.,, 2011). Obzirom na veliko znanje o genomu i metabolizmu bakterije E. coli,
kao i iskustvo s njezinim geneti¢ckim modifikacijama (Koppolu i Vasigala, 2016) te sposobnost
koristenja heksoza i pentoza (Dufouri sur., 2011; Weber i sur., 2010) ova se bakterija moze raz-
matrati kao jedan od potencijalnih mikroorganizama za proizvodnju biogoriva iz lignocelu-
lozne biomase.
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Kao i ostale vrste iz porodice Enterobacteriaceae, bakterija E. coli pri anaerobnim uvjetima
provodi fermentacije u kojima uz etanol nastaju mlijecna, octena, mravlja i jantarna kiselina
(tzv. fermentacija mjeSovitog tipa, eng. mixed acid fermentation; Dufour i sur., 2011). Kako bi
se povecao prinos bioetanola proizvedenog tijekom fermentacije mjesovitog tipa, provede-
na je geneticka modifikacija bakterije E. coli u kojoj su koristeni geni iz bakterije Zymomonas
mobilis. Bila je to jedna od prvih uspjesnih primjena metabolickog inZenjerstva i dobiveni su
obecavajuci rezultati, a kasnije su dobiveni brojni geneti¢ki modificirani sojevi E. coli s razlic¢itim
sposobnostima proizvodnje bioetanola uz koristenje razli¢itih supstrata (Dufour i sur.,, 2011;
Koppolu i Vasigala, 2016). lako je postignut znac¢ajan napredak, jos uvijek nije postignut do-
voljno ekonomican bioproces u kojem bi se bakterija E. coli koristila kao radni mikroorganizam
za komercijalnu proizvodnju bioetanola i nekih drugih biogoriva. Unato¢ povecanju koncen-
tracije proizvedenog bioetanola, koje je postignuto primjenom nekih konstruiranih sojeva E.
coli, problem su inhibitori koji potjecu iz lignoceluloznih sirovina i negativno utjecu na rast
ove bakterije. Rjesenje ovog problema moglo bi biti poboljsanje metoda predobrade i meto-
de genetickog inZenjerstva (Koppolu i Vasigala, 2016). Pozitivni pomaci u rjesavanju problema
slabe tolerancije prema etanolu postignuti su postupnom adaptacijom stanica (njihovim izla-
ganjem povecanim koncentracijama etanola) (Yomanoi sur., 1998) te primjenom imobilizacije
stanica na poroznim staklenim mikrokuglicama (Zhou i sur.,, 2008; Dufour i sur., 2011). Jedan
od problema koji bi smanjio rast bakterije E. coli moze biti osmotski stres, do kojeg dolazi zbog
uporabe velikih koncentracija secera. Ovaj problem moze se prevladati dodavanjem osmolita
(osmoprotektanata), ali uz povecanje ukupne cijene proizvodnje bioetanola (Koppolu i Vasi-
gala, 2016).

Bakterija Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis je Gram-negativna bakterija koja je privukla pozornost razvojem teh-
nologije proizvodnje bioetanola. Velik prinos bioetanola i velika produktivnost rezultati su je-
dinstvenih fizioloskih osobina ove bakterije (Weber i sur,, 2010). Unato¢ nekim prednostima,
bakterija Z. mobilis nije dobro prilagodena za konverziju lignoceluloze buduci da moze fermen-
tirati samo glukozu, fruktozu i saharozu, ali ne i Se¢ere poput ksiloze i arabinoze. Stoga se po-
kusalo s razli¢itim genetickim modifikacijama kako bi se omogucilo koristenje ksiloze (Zhang i
sur.,, 1995) i arabinoze (Deanda i sur., 1996). Bakterija Z. mobilis trosi secere odredenim redosli-
jedom te najbrze fermentira glukozu, zatim ksilozu i potom arabinozu. Genetictka modifikacija
bakterije Z. mobilis omogucila je koristenje celobioze (Yanase i sur., 2005). Znacajan problem
koji se javlja u modificiranim sojevima koji koriste pentoze je niska tolerancija prema octenoj
kiselini koja se ¢esto nalazi u hidrolizatima lignoceluloznih sirovina (Mohagheghi i sur., 2002).

Kako bi povecala produktivnost u procesu proizvodnje bioetanolaiz biomase pomocu bak-
terije Z. mobilis, tvrtka DuPont je patentom zastitila inovaciju kontrole bakterijskih kontamina-
cija stabiliziranim klorovim dioksidom (Leana i Lefebvre, 2014). Krajem 2015. godine ista tvrtka
je otvorila postrojenje za proizvodnju bioetanola (Nevada, lowa, SAD) za koje se navodi da je
najvece tog tipa u svijetu. Radni mikroorganizam je modificirani soj bakterije Z. mobilis, koji
fermentira heksoze i pentoze i stoga proizvodi znatno vise etanola nego kvasac koji fermentira
samo glukozu (Harrington, 2015), a sirovina je kukuruzovina koja se najprije podvrgava blagoj
predobradi amonijakom (Anonymous 1, 2015).

Bakterija Corynebacterium glutamicum

Bakterija Corynebacterium glutamicum je nepatogena, Gram-pozitivna bakterija, poznata
kao mikroorganizam za industrijsku proizvodnju aminokiselina i nukleinskih kiselina (Sasaki i
sur., 2009; Weber i sur,, 2010). U uvjetima nedostatka kisika ova bakterija ne raste, ali proizvodi
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znacajne koli¢ine mlije¢ne, jantarne i octene kiseline te je u takvim uvjetima takoder vrlo ot-
porna na fenole, furane i druge inhibitore koji nastaju tijekom predobrade lignoceluloze. Ova
Gram-pozitivna bakterija je modificirana uvodenjem gena iz bakterije Z. mobilis na takav nacin
da modificirani soj bakterije bez prisutnosti kisika uz laktat, sukcinat i acetat poc¢ne iz glukoze
proizvoditi i etanol. Zahvaljujuci tome, najprije se u aerobnim uvjetima uzgoji odgovarajuca
koncentracija biomase geneticki modificirane bakterije C. glutamicum, a potom se promjenom
uvjeta postigne manjak kisika, zbog ¢ega stanice proizvode etanol (Inui i sur., 2004). Zbog ot-
pornosti na inhibitore moze se izbjeci detoksikacija, §to otvara mogucnost jeftinijeg i jedno-
stavnijeg postupka proizvodnje bioetanola (Sakai i sur., 2007).

Vecina sojeva bakterije C. glutamicum ne koristi pentoze (Kawaguchi i sur,, 2009), stoga je
uvodenjem odgovarajucih gena iz bakterije E. coli postignuto da modificirani sojevi C. glutami-
cum mogu koristiti arabinozu i ksilozu pri aerobnim i anaerobnim uvjetima (Kawaguchi i sur.,
2006, 2008) te je kasnijim modifikacijama potrosnja obaju Secera dodatno povecana (Sasaki i
sur., 2009). Zanimljivo je da prisutnost glukoze nije utjecala na istovremenu potrosnju ksiloze i
arabinoze, sto predstavlja prednost u usporedbi s drugim bakterijama, npr. s bakterijom E. coll.
Kasnije je konstruiran soj C. glutamicum koji u podlozi sa smjesom Secera moze istovremeno
potpuno potrositi glukozu, ksilozu, arabinozu i celobiozu u anaerobnim uvjetima (Sasaki i sur.,
2009).

Termofilne bakterije

Termofilne bakterije posjeduju mnoga svojstva koja mogu predstavljati prednost pri pro-
izvodnji bioetanola druge generacije (Scully i Orlygsson, 2015). One razgraduju puno veci
raspon ugljikohidrata nego kvasac Saccharomyces cerevisae i bakterija Zymomonas mobilis, a
takoder su manji zahtjevi vezani uz mijesanje, hladenje ili zagrijavanje tijekom njihovog uzgo-
ja. Osim toga, moguce je izravno (in situ) izdvajanje bioetanola vakuum destilacijom iz fermen-
tacijske smjese. Osim sirokih raspona radnih temperatura, termofili ¢esto podnose ekstremne
pH-vrijednosti i velike koncentracije soli tijekom fermentacije te nemaju velike nutritivne za-
htjeve. Takoder se smatraju sigurnima sa stajalista ljudskog zdravlja (eng. generally recognized
as safe, GRAS). Iz perspektive biotehnoloskog procesa, pri povisenim temperaturama se mije-
sanje lakse provodi zbog smanjene viskoznosti, moze se koristiti veca koncentracija supstra-
ta (eng. increased substrate loadings), brzine prijenosa mase su vece, a rizik rasta mezofilnih
kontaminanata je manji. Termofilni anaerobi mogu proizvesti etanol iz razli¢itih supstrata, a
neke od ovih vrsta razgraduju biopolimere kao §to su skrob, celuloza i ksilan. Umjereni termofili
imaju optimalne temperature rasta 50 - 64 °C, ekstremni termofili 65 - 79 °C, a hipertermofili
rastu optimalno pri temperaturama vecim od 80 °C (Scully i Orlygsson, 2015). Pored termofilnih
vrsta navedenih u ranijim poglavljima, istrazuju se i mnoge druge termofilne bakterije poput
pripadnika rodova Caldanaerobacter, Thermoanaerobacter, Thermoanaerobacterium, Thermo-
monospora, Anaerocellum, Geobacillus, Paenibacillus, Caloramator itd. (Lynd i sur., 2002; Weber i
sur.,, 2010; Scully i Orlygsson, 2015).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su daleko manju brzinu proizvodnje bioetanola pomocu
termofilnih bakterija nego pomocu kvasca S. cerevisiae ili bakterije Z. mobilis. Uz malu brzinu
konverzije glukoze, znacajno ogranicenje vecine termofilnih mikroorganizama je njihova mala
tolerancija prema etanolu, a do sada postignuta poboljsanja sojeva jos uvijek ne zadovoljavaju
zahtjeve industrijske proizvodnje (Weber i sur.,, 2010).

U literaturi se anaerobna termofilna celuloliticka bakterija Clostridium thermocellum navodi
kao najpogodniji radni mikroorganizam za termofilne konsolidirane bioprocese (Svetlitchnyi i
sur., 2013). No buduci da ona ne moze fermentirati pentoze, istrazuje se primjena C. thermo-
cellum u kokulturi s drugim termofilnim etanologenim bakterijama koje to mogu (npr. bak-
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terijama iz rodova Thermoanaerobacterium i Thermoanaerobacter), kako bi se povecao prinos
bioetanola iz celuloze i hemiceluloze. Ovo jos uvijek nije istrazeno na realnim lignoceluloznim
sirovinama u industrijskim uvjetima te takoder ima vrlo malo podataka o kokulturama bakte-
rije C. thermocellum s ostalim bakterijama u laboratorijskom mjerilu (Svetlitchnyi i sur,, 2013).
Smatra se da bi provodenje konsolidiranih bioprocesa pri ekstremno visokim temperatu-
rama (> 70 ° C) moglo imati prednosti u odnosu na mezofilne i termofilne (50 - 60 °C) uvjete
(Svetlitchnyi i sur., 2013). Stoga su istrazivane izuzetno termofilne celuloliticke bakterije iz roda
Caldicellulosiruptor, ¢ija je optimalna temperatura za rast preko 70 °Ciimaju velike hidroliticke
sposobnosti, te metaboliziraju pentoze i heksoze. Ove bakterije mogu rasti na prethodno tre-
tiranim ili netretiranim lignoceluloznim materijalima, ali proizvode malo bioetanola. Medutim,
pokazalo se da novoizolirani soj Caldicellulosiruptor sp. DIB 004C, za razliku od vecine vrsta
iz navedenog roda, moze proizvesti neocekivano velike koli¢ine bioetanola iz lignoceluloznih
sirovina. Polaziste za razvoj visokointegriranog komercijalnog procesa proizvodnje bioetanola
pri vrlo visokim temperaturama (iznad 70 °C) mogla bi biti kokultura ekstremno termofilnih
bakterija kao npr. Caldicellulosiruptor sp. DIB 004C i odgovarajuce neceluloliticke bakterije iz
roda Thermoanaerobacter koja hidrolizira hemicelulozu (npr. ksilan) i fermentira pentoze i hek-
soze u bioetanol kao glavni fermentacijski produkt. Pri razvijanju ovakvih konsolidiranih bio-
procesa vazno je pronaci odgovarajucu kombinaciju sojeva u kokulturi koja daje optimalne
rezultate za proizvodnju bioetanola u industrijskom mjerilu (Svetlitchnyi i sur., 2013).

Zakljucci

Premda se lignocelulozna biomasa smatra pogodnom obnovljivom sirovinom za proizvod-
nju bioetanola, da bi se postigla odrziva industrijska proizvodnja potrebno je jos savladati niz
tehnoloskih izazova, ali i odabrati prikladan radni mikroorganizam. lako kvasac S. cerevisiae
jos$ uvijek zauzima posebno vazno mjesto medu mikroorganizmima koji proizvode bioetanol,
istrazivanja obuhvacaju i brojne bakterije, medu kojima su najvaznije bakterije iz rodova Ba-
cillus i Clostridium, vrste Zymomonas mobilis, Escherichia coli i Corynebacterium glutamicum te
neke umjereno i ekstremno termofilne bakterije. Prema dostupnim podacima, od navedenih
bakterijskih vrsta zasad su za proizvodnju bioetanola komercijalno koristene samo bakterije
Zymomonas mobilis i Clostridium phytofermentans. Da bi se poboljsalo iskoristenje bioprocesa
i postigla ekonomic¢na proizvodnja primjenjuju se razliciti pristupi, pa su istrazivanja etanolo-
genih bakterija usmjerena na selekciju, adaptaciju, imobilizaciju i geneticke modifikacije tih
bakterija. Uz ranije razvijene bioprocese u kojima se razli¢ite faze provode odvojeno, znaca-
jan broj istrazivanja usmjeren je na konsolidirane bioprocese, koji su jeftiniji i ucinkovitiji jer
kombiniraju predobradu, saharifikaciju i fermentaciju unutar jednog reaktora. U navedenim
bioprocesima istrazuju se mogucnosti primjene cistih kultura i kokultura pri ¢emu je vazno
odabrati optimalnu kombinaciju radnih mikroorganizama.
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Ovajrad je financirala Hrvatska zaklada za znanost projektom "Odrziva proizvodnja bioeta-
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Professional review

Potential of bacteria for bioethanol production
from lignocellulosic raw materials

Abstract

Agriculture, forestry and food industry are sources of large quantities of lignocellulosic biomass, which can
be used as an easily accessible and cheap renewable raw material for production of different bioproducts.
One of these bioproducts is also bioethanol. This paper provides an overview of bacteria used and/or
investigated for bioethanol production from lignocellulose-containing feedstocks. In the research of
bioethanol production using bacteria, various approaches are applied in order to increase ecological and
economic efficiency of bioprocess. In addition to conventional multi-stage bioprocesses that are carried
out using monoculture, highly integrated (consolidated) bioprocesses and applications of microbial co-
cultures are also in developing stage.

Keywords: bioethanol, lignocellulose, bacteria, hexoses, pentoses, inhibitors
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